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@ Spritzbares Knochenersatzmaterial 

(57) Die Erfindung betrifft ein Knochenersatzmaterial, das 
eine weiche Matrix, lebende Zellen und eine aushartende 
Matrix umfaftt. Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur 
Herstellung eines derartigen Knochenersatzmaterials und 
die Verwendung von nicht-keramischen Hydroxylapatit- 
Zement zur Herstellung eines Zellen enthaltenden Kno- 
chenersatzmaterials. Dieses kann in einem die Erfindung 
betreffenden geeigneten Spritzapparat minimal-invasiv 
in einen Knochendefekt injiziert werden. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Knochenersatzmaterial enthaltend lebende Zellen und eine aushartende Matrix. 
Die Erfindung betrifft ebenfalls Verfahren zur Herstellung eines derartigen Knochenersatzmaterials sowie die Verwen- 
5 dung von Hydroxylapatit-Zement zur Herstellung eines lebende Zellen enthaltenden Knochenersatzmaterials und deren 
Anwendung in einem geeigneten Spritzapparat. 

Bei zahlreichen Knochendefekten ist es wunschenswert, ein Knochenersatzmaterial zur Verfugung zu haben, mit dem 
diese Defekte aufgeflillt werden konnen. Beispiele fur derartige Defekte sind im Kieferbereich Parodontose oder Atro- 
phien, im Handbereich Defekte nach Knochentumorresektionen und Traumata und Defekte der Wirbelsaule, des Scha- 
10 dels und der Rohrenknochen, beispielsweise bei Osteoporosefrakturen und Tumorresektionen. 

Im Stand der Technik sind verschiedene Knochenersatzmateri alien bekannt. Knochenersatzrnateri alien, die verformt 
werden konnen, werden oft als "injizierbarer Knochen" bezeichnet. Bisherige Losungen unter diesemBegriff beinhalten 
entweder Hydrogele mit knochenbildenden Zellen, Hydrogele mit osteoinduktiven Proteinen oder Polymere, die sich in 
situ verfestigen, mit oder ohne osteoinduktiven Faktoren. Jede dieser Losungen hat spezifische Nachteile. 
15 Entweder enthalten die Materialien keine knochenbildenden Zellen, sie konnen also nicht osteogen wirken. In der Re- 
gel wird ein Biomaterial oder Knochenzement als homogene Plombe in einen Knochendefekt gespritzt, die nicht mehr 
resorbierbar und durch Knochen ersetzbar ist. Unter mechanischen Belastungen kommt es zur Ermiidung und zum Bruch 
des Implantats. Materialien, die Zellen enthalten, weisen zwar potentielle Osteogenitat auf, besitzen aber keine Sekun- 
darstabilitat. Diese Materialien, meist in Form von Hydrogelen, konnen auch nicht geformt werden und haben keine Pri- 
20 marstabilitat. Polymere, die in situ ausharten, wirken oft toxisch auf die Zellen. Die US-Patentschrift 5,914,121 offenbart 
eine Zusammensetzung zur Implantation in ein Saugetier umfassend Fibroblasten, Hydroxy lapatit-Pulver und Fibrin. 
Diese Zusammensetzung weist keine Sekundarstabilitat auf, weil sich das Material nach Implantation nicht verfestigt, 
sondern weiter verformbar ist. Grund dafiir ist, daB keramisches Hydroxylapatitpulver verwendet wird. Diese Zusam- 
mensetzung hartet nicht aus. Im Stand der Technik gibt es kein Knochenersatzmaterial, das lebende Zellen enthalt und 
25 somit osteogen wirken kann und zugleich ausreichende Sekundarstabilitat bereitstellt. 

Es besteht also ein dringendes Bediirfnis nach einem vorteilhaften Knochenersatzmaterial. 

Die Aufgabe wurde gelost durch das erfindungsgemaBe Knochenersatzmaterial, das eine weiche Matrix, lebende Zel- 
len und eine aushartende Matrix umfaBt. 

Das erfindungsgemaBe Knochenersatzmaterial weist eine hervorragende Primar- und die Sekundarstabilitat auf. Unter 

30 der Primarstabilitat (auch "primare Plastizitat") eines Knochenersatzmaterials wird die Stabilitat einer Zusammenset- 
zung zum Zeitpunkt der Applikation verstanden. Das Knochenersatzmaterial der vorliegenden Erfindung ist plastisch 
verformbar und kann in konkrete dreidimensionale Formen gebracht werden, je nach den anatomischen Erfordernissen. 
Das Material ist also nicht zu "fliissig", da sich dann keine plastischen Gebilde wiirden formen lassen. Es ist aber auch 
nicht zu starr, im Extremfall sogar vollig erhartet, da es dann nicht den Gegebenheiten des Falles einfach angepaBt wer- 

35 den konnte und da derartige "harte" Implantate in der Regel keine osteogenen Komponenten enthalten konnten. Unter 
Sekundarstabilitat ist die Stabilitat des Implantats nach dem Eingriff zu verstehen. Das Knochenersatzmaterial der Erfin- 
dung behalt nach dem Ausharten langfristig die dreidimensionale Form, die ihm verliehen wurde. Es ist druckstabil. Dies 
wird dadurch erreicht, daB das erfindungsgemaBe Material, das zuvor entsprechend geformt worden ist, in relativ kurzer 
Zeit vollstandig aushartet. 

40 Die weiche Matrix gewahrleistet das Uberleben der Zellen, ihre Migration und Organisation in der Matrix und ihre 
Differenzierung zu knochenbildenden Osteoblasten. Eine weitere Funktion der weichen Matrix ist, daB sie zur Primar- 
stabilitat des Materials, also zur anfanglichen Formbarkeit, beitragt. Die weiche Matrix ist vorzugsweise eine Fibrinsus- 
pension, die aus einer Fibrinogenlosung hergestellt werden kann. Dies wird vorzugsweise durch Zugabe einer Thrombin- 
haltigen Losung in Gegenwart von Calcium erreicht. Vor Zugabe des Thrombins kann die Fibrinogenlosung zur Stabili- 

45 sierung des spater entstehenden Fibrins durch e-Aminocapronsaure angereichert werden. Die weiche Matrix kann gege- 
benenfalls angereichert sein mit Chondroitinsulfat, Proteoglykanen, Sialoproteinen, Hormonen oder Wachstumsfakto- 
ren. Beispiele fur Wachstumsfaktoren, die zum Einsatz kommen konnen, sind bFGF, PDGF, VEGF, Bone Morphogene- 
tic Proteins, TGF-J3 und weitere bekannte Faktoren. Nucleinsauren, die die Wachstumsfaktoren oder Hormone kodieren, 
konnen ebenfalls in der weichen Matrix enthalten sein, vorzugsweise in Form von Plasmiden. Erganzend konnen weitere 

50 viskose, gelierende und sich verfestigende Gele verwendet werden, wie zum Beispiel biologische Kollagengele, Gela- 
tine, Alginate, Agarose, Polysaccharide, synthetisches Kollagen, Hydrogele oder viskose Polymere. 

Bei den lebenden Zellen des erfindungsgemaBen Knochenersatzmaterials handelt es sich vorzugsweise um Osteobla- 
sten oder Vorlauferzellen von Osteoblasten. Diese konnen durch kleine Knochenbiopsien des Beckens, Brustbeins, des 
Schadels oder Kiefers oder von Rohrenknochen gewonnen werden. Alternativ zu Knochenproben konnen auch Aspirate 

55 von Knochenmark aus dem Becken und aus dem Brustbein verwendet werden. Gegebenenfalls konnen die gewonnenen 
Zellen in vitro kultiviert und vermehrt werden. Vorteilhafterweise enthalt das Knochenersatzmaterial auch gefaBbildende 
Zellen, wie zum Beispiel Endothelzellen oder deren Vorlauferzellen. 

ErfindungsgemaB handelt es sich bei den Zellen entweder um solche, die von dem Patienten selbst stammen (autologe 
Zellen) oder um Zellen bzw. Zellinien, die von dem Empfanger toleriert werden. Beispiele hierfur sind embryonale 

60 Stammzellen sowie allogene mesenchymale Stammzellen, Fibroblasten, stromale Zellen oder Osteoblasten, Endothel- 
zellen, Muskelzellen, bzw. deren Vorlauferzellen. Ebenfalls konnen autogene mesenchymale Stammzellen, Fibroblasten, 
stromale Zellen oder Osteoblasten, Endothelzellen, Muskelzellen, bzw. deren Vorlauferzellen verwendet werden. 

Das erfindungsgemaBe Material umfaBt auch eine erhartende Matrix. Dadurch verfestigt sich das Material innerhalb 
einer bestimmten Zeit zu einer stabilen Zusammensetzung. Bevorzugt verfestigt sich die Zusammensetzung innerhalb ei- 

65 ner Stunde, am bevorzugtesten innerhalb von 15 Minuten. Das Knochenersatzmaterial weist eine pastose Konsistenz auf, 
wodurch die Primarstabilitat bereitgestellt wird. Dies bedeutet, daB das Material leicht an eine bestimmte Form angepaBt 
oder in eine bestimmte Form gebracht werden kann. Die Primarstabilitat wird vorteilhafterweise durch die in der Zusam- 
mensetzung enthaltenen Fibrinstrange bereitgestellt. Die erhartende Matrix ist fur die Sekundarstabilitat verantwortlich. 
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Das bedeutet, daB die Zusammensetzung nach dem Erharten nicht mehr verfonnbar ist, sondern Druckfestigkeit auf- 
weist. 

Vorzugsweise verbindet sich die erhartende Matrix durch Kristallisation zu Hydroxylapatit. Die feste Matrix kann 
durch anorganische Verbindungen z. B. aus kristallinen oder arnorphen Calciumphosphaten (Tetracalciumphosphat, d- 
oder e-Tricalciumphosphat, Dicalciumphosphat oder Die alciumphosphatdihy drat) hergestellt werden. Vorzugsweise fin- 5 
den fertige sog. nicht-keramische Knochenzemente aus Kombinationen dieser Calciumphosphatverbindungen Anwen- 
dung (z. B. BoneSourceA, Fa. Leibinger; Norian SRS®, Fa. Synthes-Stratec, USA; Biobone®, Fa. Merck, Darmstadt). 
Diese zeichnen sich dadurch aus, daB sie eine rontgenspektrometrische Diffraktion ahnlich dem der mineralischen Phase 
des Knochens haben, sich endothermal bei Korpertemperatur von 37°C in 10-15 Minuten zu mikroporosem Calcium- 
phosphatzement durch Kristallisation verbinden, injizierbar sind, eine Druckstabilitat (ca. 60 Mpa) groBer oder gleich 10 
der von normalem Knochen aufweisen, chemische Verbindungen zum Empfangerknochen eingehen und als osteoinduk- 
tive Leitschiene fungieren konnen. 

Calciumphosphatzement wird in vivo langsam resorbiert (ca. 35% in der ersten 12 Monaten). Das bevorzugteste Ma- 
terial der sich erhartenden Matrix ist nicht-keramischer Hydroxylapatit-Zement. Einige Eigenschaften von Hydroxyla- 
patit-Zement sind in Costantino P. D. et al. (1991) Archives of Otolaryngology - Head and Neck Surgery 117, 379 ange- 15 
geben. Hydroxylapatit-Zement weist wesentliche Unterschiede zu sogenanntem keramischen Hydroxylapatit auf, wel- 
cher haufig in der klinischen Praxis verwendet wird. Hydroxylapatit-Zement verbindet sich erst durch direkte Kristalli- 
sation zu Hydroxylapatit. Die Bestandteile von Hydroxylapatit-Zement reagieren in waBriger Umgebung zu Hydroxyla- 
patit. Unter in vitro-Bedingungen bei 37° bindet reiner Hydroxylapatit-Zement in etwa 15 Minuten ab. 

Um die Spritzbarkeit bzw. die mechanischen Eigenschaften zu verandern, konnen den Calciumphosphaten weitere 20 
Verbindungen zugegeben werden, wie z. B. Natriumchlorid-Losung, Milchsaure, Glycerol, Chitosan, Natriumglycerolp- 
hosphat, Propylenfumarat oder bioaktive Proteine. 

Auch andere Materi alien, wie Poly-Glykol-Milchsaure (Poly gly colic-lac tid- acid, PGLA), konnen ebenfalls eingesetzt 
werden. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines Knochenersatzrnaterials, das die folgenden 25 
Merkmale umfaBt: 

a) Bereitstellung von lebenden Zellen, 

b) Mischen der lebenden Zellen mit einer Zusammensetzung, die Bestandteile zur Bildung einer weichen Matrix 
enthalt, 30 

c) Mischen der lebenden Zellen mit einer Zusammensetzung, die ein aushartendes Material enthalt. 

In einer Ausfiihrungsforrn des Verfahrens werden die lebenden Zellen zunachst mit der Zusammensetzung gemischt, 
die Bestandteile zur Bildung einer weichen Matrix enthalt. Nach Bildung der weichen Matrix werden die darin eingebet- 
teten lebenden Zellen mit der Zusammensetzung gemischt, die ein aushartendes Material enthalt. 35 

Vorzugsweise handelt es sich bei den Zellen um Vorlauferzellen von Osteoblasten, die durch kleine Knochenbiopsien 
des Beckens, Brustbeins des Schadels und Kiefers oder von Rohrenknochen gewonnen werden. Aus den Knochenproben 
wird das lose Stroma herausgesptilt und nach Zentrifugation in einer Kulturflasche ausplattiert. Feste Knochenbestand- 
teile konnen ebenfalls in Kultur gebracht werden, da hieraus durch Migration weitere Zellen gewonnen werden konnen. 
Diese Technik fiihrt zu einer deutlichen Beschleunigung der Zellgewinnung und einer hoheren Effizienz der Ausbeute 40 
aus der gleichen Materi almenge. Die auswachsenden Zellen werden in der Regel im subkonfluenten Stadium gesplittet 
und durch zwei- bis dreifache Passagierung vermehrt. Als Alternative zu Knochenproben konnen auch Aspirate von 
Knochenmark aus Becken und aus Brustbein verwendet werden. Die Aspirate werden gewohnlich in Heparinmedium 
gespiilt, durch Dichte-Gradientenzentrifugation einer Ficoll- oder Percollsaule von den roten Blutkorperchen getrennt 
und in einer Kulturflasche ausplattiert. 45 

Vorzugsweise ist eine Losung, die Bestandteile zur Bildung einer weichen Matrix enthalt, eine Fibrinogen enthaltende 
Losung. Die weiche Matrix entsteht dann, indem zur Fibrinogenlosung Thrombin zugesetzt wird. Herkommlicher Fi- 
brinkleber, beispielsweise Tissucol®, verfestigt sich aber zu einer festen Masse, in der sich Osteoblasten nicht mehr aus- 
dehnen oder migrieren konnen; damit kann von den Osteoblasten auch keine extrazellulare Matrix mehr synthetisiert 
werden. 50 

Bevorzugt ist erfindungsgemaB die weiche Matrix so gestaltet, daB die Zellen sich noch ausdehnen und migrieren kon- 
nen, sowie daB sie auch die Anwesenheit einer erhartenden Komponente uberleben. In einer bevorzugten Ausfiihrungs- 
forrn des erflndungsgemaBen Verfahrens wird humanes Fibrinogen in Osteoblasten-Kulturmedium oder physiologischer 
Kochsalzlosung (0,9% NaCl) gelost und gegebenenfalls mit einer weiteren Verbindung, beispielsweise Capronsaure, sta- 
bilisiert, um eine schnelle enzymatische Fibrinolyse durch Proteinasen zu verhindern. Durch Zugabe von Thrombin in ei- 55 
ner Calciumchloridlosung verfestigt und vernetzt sich das Fibrinogen zu Fibrinstrangen. Im Kulturmedium entsteht ma- 
kroskopisch ein gallertartiges Material, welches in der histologischen Untersuchung rnikroskopisch ein dreidimensiona- 
les, poroses Netzwerk aus Fibrinstrangen darstellt. Dieses Netzgewebe gewahrleistet die Anheftung von Zellen, ihre Mi- 
gration und dreidimensionale Organisation. Die Senkung der Thrombi nkonzentration und die Losung der Osteoblasten 
in dem Medium fiihren zu einer langsameren Formierung des Fibrins, so daB nicht ein homogener solider Clot, sondern 60 
vielmehr ein dreidimensionales Fibrinnetzwerk entsteht. Fibrinogen wird bevorzugt in einer Konzentration von 10 bis 
100 mg/ml Medium eingesetzt, am bevorzugtesten von 50 bis 80 mg/ml Medium. Die bevorzugte Konzentration der 
Thrombinlosung ist 0,5 bis 1000 1.E./ml Calciumchloridlosung, die bevorzugteste Konzentration ist 1 bis 10 1.E./ml. Als 
Stabilisator kann 8-Aminocapronsaure in einer Konzentration von 0,1 bis 10% zur Fibrinogenlosung zugegeben werden. 

Vorzugsweise werden die Zellen nach Entfernen des Nahrmediums in der oben beschriebenen Fibrinogenlosung sus- 65 
pendiert. Durch Zugabe einer Calciumchlorid-Thrombin-Losung bildet sich das dreidimensionale Fibrinnetzwerk mit 
haftenden Osteoblasten im Kulturmedium oder physiologischer Kochsalzlosung. Dabei kann sich der osteoblastische 
Phanotyp mit dendritischen Zellauslaufern bilden, ebenso wie interzellulare Verbindungen zwischen den Zellen. Mit der 
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Zeit konnen die Zellen eine extrazellulare Matrix um sich herum bilden, die spater mineralisiert wird. Dabei erhalten die 
Zellen ihren iiblichen Metabolismus und sterben nicht ab. 

Die Zellsuspension wird erfindungsgemaB auch mit einer Zusammensetzung gemischt, die ein aushartendes Material 
enthalt. Bevorzugte aushartende Materialien sind oben bereits genannt worden. Sie finden auch bei dem erfindungsge- 
5 maBen Verfahren Anwendung. 

Die verschiedenen Komponenten wie Zellsuspension, Fibrinogen, Thrombin, erhartende Substanz und weitere konnen 
vor dem Vermischen unterschiedlich in Losungen kombiniert werden. So kann vor dem Mischvorgang Thrombin und 
Calciumchlorid der Losung der erhartenden Substanz beigemengt werden. Fibrinogen ist bevorzugt in der Zellsuspen- 
sion vorhanden. Die Thrombinlosung kann aber auch eine separate Losung sein. Die verschiedenen Komponenten kon- 

10 nen sukzessive rniteinander verrnischt werden. Vorzugsweise werden sie aber auf einmal miteinander gemischt. In einer 
besonders bevorzugten Ausfiihrungsform werden die Komponenten unter GMP-Bedingungen in einer Mehrfachspritze 
bereitgestellt. Dem Anwender stent dann eine zur Injektion/Implantation fertige Apparatur und Masse zur Verfiigung, die 
unter dem Spritzvorgang gemischt wird und damit den Abbindevorgang des Fibrinogens zu Fibrin und des Zementpul- 
vers zu festem Knochenzement einleitet. 

15 Beispielsweise kann in einer Doppelspritze mit einem Miindungsstiick eine Spritze mit Calciumphosphatzementpul- 
ver in einer Calciumchloridlosung mit Thrombin aufgezogen werden. In der anderen Spritze wird Fibrinogenlosung mit 
suspendierten Osteoblasten (bevorzugt 1 X 10 5 bis 5 X 10 6 /ml) aufgezogen. In getrenntem Zustand sind die Komponenten 
ca. 10-15 Minuten haltbar. Durch Spritzen und Zusammenfuhren der beiden Komponenten in einem gemeinsamen Miin- 
dungsstiick verbindet sich das Fibrinogen durch Thrombin in Anwesenheit von Calciumionen zu Fibrin. Der Calcium- 

20 phosphatzement verfestigt sich innerhalb von 15-30 Minuten. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird eine Dreifachspritze verwendet, die folgende Kompartimente 
enthalt: 

1. Die zentrale Spritze enthalt eine waBrige Calciumphosphatzementlosung, gegebenenfalls mit folgenden Ergan- 
25 zungen: Natriumchloridlosung, Milchsaure, Glycerol, Chitosan, Natriumglycerolphosphat, Prop)4enfumarat, bio- 

aktive Proteine wie Thrombin, Wachstumsfaktoren, Hormone und/oder dafiir kodierende Gene in geeigneten Vek- 
toren. 

2. Die seitliche Spritze 1 enthalt eine Calciumchlorid- Thrombinlosung, gegebenenfalls mit folgenden Zusatzen: 
Chondroitinsulfat, Proteoglykane, Sialoproteine, Polysaccharide und/oder Wachstumsfaktoren. 

30 3. Die seitliche Spritze 2 enthalt eine Fibrinogenlosung und suspendierte Osteoblasten mit gegebenenfalls e-Arni- 

nocapronsaure. 

Vorzugsweise kann auch eine Komplettspritze mit drei Kammern zur Anwendung kommen, wie sie in Fig. 1 gezeigt 
ist. Durch synchrones Spritzen wird um einen Calciumphosphatzement-Strahl von 500-2500 um Durchmesser eine 
35 Osteoblasten-Fibrinmatrix gelegt, die in dreidimensionaler Form spongiosem Knochen entspricht. 

Dem Fachmann ist klar, daB die Zusammensetzung auch in einer herkommlichen Einkammer-Spritze appliziert wer- 
den kann, nachdem sie vorher aus den verschiedenen Losungen bzw. Suspensionen durch Mischen hergestellt worden ist. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von Hydroxylapatit-Zement zur Herstellung eines Zellen enthaltenden 
Knochenersatzmaterials. 

40 Die vorliegende Erfindung stellt eine spritzbare, formbare und sich aushartende Zusammensetzung pastoser Konsi- 
stenz zur Verfiigung, die lebende, vorzugsweise autogene Zellen zur Knochenbildung enthalt, die zum Schutz in einer 
biologischen Gelmatrix eingehiillt sind. Diese weiche Matrixkomponente gewahrleistet zudem eine plastische Formbar- 
keit der Paste in konkrete dreidimensionale Foraien und in vivo das Ausbreiten von synthetisierter Knochensubstanz als 
auch das Einsprossen von BlutgefaBen. Die aushartende Matrix gewahrleistet die Formstabilitat und Druckfestigkeit des 

45 Konstrukts. Die bevorzugte Zusammensetzung aus Calciumphosphaten stimuliert die Osteoblasten zur Ausreifung und 
Synthese von extrazellularer Knochenmatrix, fiir die sie die Calcium- und Phosphationen bereitstellt. In vivo fiihrt das 
erfindungsgemaBe Material zur Knochenbildung aus sich heraus. 

Fig. 1 zeigt eine Dreikammerspritze, durch die das erfindungsgemaBe Knochenersatzmaterial gemischt und appliziert 
werden kann. 

50 Fig. 2 zeigt eine graphische Darstellung der Ergebnisse eines MTS-Stoffwechseltests. Die Experimente sind in Bei- 
spiel 6 beschrieben. Das Ergebnis belegt, daB die Zellen in dem erfindungsgemaBen Knochenersatzmaterial fiber einen 
betrachtlichen Zeitraum stoffwechselaktiv sind und iiberleben. 
Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern. 

55 Beispiel 1 

1. Etablierung einer Osteoblastenkultur 

Es stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung, erstens die offene Knochenbiopsie (als Migrations- oder stromale 
60 Zellkultur) und zweitens die Aspiration von Knochenmark, die im folgenden dargestellt werden. 

a) Knochenmarkbiopsie 

Es werden sterile Knochenbiopsien in ortlicher Betaubung durch einen Hohlbohrer entnommen. Nach einem kleinen 
65 Hautschnitt w r erden Spongiosablockchen von 0,5 bis 1 cm 3 entnommen, die Wunde wird verschlossen. Eine weitere 
Moglichkeit ist die Aspiration von ca. 15 ml Knochenmark. 

Die Spongiosa sollte sehr schnell weiterverarbeitet werden und wenn moglich nicht langer als 12 Stunden im Trans- 
portgefaB bei 4°C lagern. Das Medium wird verworfen, die Spongiosa in die Petrischale gegeben und dort in 2 bis 3 mm 
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kleine Partikel (Chips) zerkleinert. 

aa) Migrationskultur 

Es werden ca. 3 bis 4 Partikel in eine Vertiefung einer 6-Well-Platte verteilt. und mit 3 ml Medium aufgefiillt, bzw. 6 5 
bis 7 Chips pro 25 cm 2 mit 7 ml Medium. Die Inkubation erfolgt im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2. Der Medium- 
wechsel sollte zweimal pro Woche erfolgen, wobei eine Inspektion unter dem Phasenkontrastmikroskop durchgefiihrt 
wird. Nach 5 bis 9 Tagen sind erste Zellen zu erkennen, nach 10 bis 14 Tagen ein subkonfluenter Zellayer mit 65 bis 75% 
Bodenflachenbedeckung. 

10 

bb) Stromale Zellkultur (eigene Modifikation) 

Zunachst wird der Knochen von Muskel-ZBindegewebsresten befreit. Die Spongiosa wird mit Schere und Pinzette in 
moglichst kleine Stlickchen zerkleinert. Die Spongiosafragmente konnen (ohne Medium) in ein 50 ml-Falcon-GefaB (ein 
Polypropylen-SchraubgefaB) gegeben und damit gewogen werden. Enthalt das Material viel rotes Knochenmark, so 15 
kann man spater pro 4 bis 6 g Spongiosa eine 75 cm 2 - Kulturflasche bestiicken. In das 50 ml-Falcon-GefaB wird nun zur 
zerkleinerten Spongiosa ca. 25 ml Medium gegeben und durch Vortexen (hochfrequenter Riittelvorgang, ca. 30 Sekun- 
den, hochste Stufe) die Zellen herausgelost. Der Uberstand wird in andere 50 ml-Falcon-GefaBe uberfiihrt. Dieser Schritt 
wird wiederholt, bis das Medium nach Schutteln (Vortexen) nicht mehr trlib wird. Zuletzt kann noch eine Trypsin(-Col- 
lagenase)-Behandlung (ca. 10 Minuten, 37°C) durchgefuhrt werden, um weitere Zellen zu gewinnen. Die erhaltenen 20 
Zellsuspensionen werden bei 250 g fiir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Uberstande werden verworfen und die Zellpel- 
lets in Medium resuspendiert und auf Kulturflaschen verteilt. Die gespulten Knochenstiickchen konnen gegebenenfalls in 
einer separaten Kulturflasche zur Anziichtung restlicher Zellen verwendet werden (nach Trypsinierung sollten diese aber 
gut mit Medium gespult werden) . 

Verbesserte Zellverteilung durch Auszahlung der kernhaltigen Zellen: 25 
Von der nach Resuspension der Zellpellets erhaltenen Zellsuspension werden 50 ul in ein Eppendorf-GefaB uberfiihrt 
und mit 46 ul Trypanblau gemischt. AnschlieBend folgt die Zugabe von 4 ul Essigsaure zur Lyse der Erythrozyten (End- 
konzentration 4% Essigsaure). Die kernhaltigen Zellen werden in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. 
Beispielsweise 3 X 10 5 bis 4 X 10 5 Zellen der Zellsuspension werden pro 75 cm 2 - Kulturflasche verteilt. 
Mediumwechsel findet erst nach 4 bis 5 Tagen statt, danach zweimal pro Woche. 30 
Am zweiten Tag sind erste adharente Zellen vorhanden, am vierten bis fiinften Tag Klone. Die Subkonfluenz tritt meist 
zwischen dem neunten und dem elf ten Tag ein. 

b) Isolierung und Selektion der Knochenvorlauferzellen aus Knochenmarkaspirat 

35 

Bei ortlicher Betaubung wurde eine sterile Knochenmarkpunktion durchgefuhrt. Die Aspiration von 15 bis 20 ml Blut 
aus dem hinteren Beckenkamm wurde mit einer groBvolumigen Kaniile und einer Heparin-benetzten Spritze durchge- 
fiihrt. Danach wurde bei 1200 U/min zentrifugiert, der Uberstand entnommen und das Zellpellet in 5 ml serumfreiem 
Medium resuspendiert. Die entstandene Suspension wurde liber einen Dichte-Gradienten (70% Percollsaule, Ficollgra- 
dient) einer Dichte-Zentrifugation unterzogen, die Mesenchymzellen wurden im KulturgefaB ausplattiert und die Zellen 40 
durch Subkultivierung vermehrt. 

c) Nachweis des osteoblastischen Phanotyps 

Der osteoblastische Phanotyp wird durch die knochenspezifischen Proteine Alkalische Phosphatase und Osteocalcin 45 
im Kulturmedium (Ablauf) und durch immunhistochemische Farbungen von Kontrollkulturen nachgewiesen. 

Beispiel 2 

Herstellung eines Fibrinklebers 50 

66 mg Fibrinogen werden in 1 ml Kulturmedium (odVIEM oder Medium 199 oder BGJ-B-Medium) ohne Serumzusatz 
mit 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin oder physiologischer Kochsalzlosung gelost. 8-Amino-n-Capron- 
saure wird in einer Endkonzentration von 0,1 bis 10% der Fibrinogenlosung zugesetzt. 1,25 I.E. Thrombin werden in 
40 ul Calciumchlorid-Losung (40 mM) gelost. SchlieBlich wird 1 ml der Fibrinogen-Losung mit 60 ul Calciumchlorid- 55 
Thrombin-Losung gemischt. Die Mischung wird dann in eine Kulturschale eingespritzt. 

Beispiel 3 

Herstellung einer Osteoblasten-Fibrinsuspension 60 

Humane Osteoblasten und deren Vorlauferzellen werden aus einer Knochenmarkbiopsie gew r onnen und ex vivo ver- 
mehrt, wie in Beispiel 1 beschrieben. Die subkonfluente Zellkultur in einer 75 cm 2 - Kulturflasche wird mit 1 ml 0,025% 
Trypsin/EDTA-Losung fur 5 Minuten trypsinisiert. Die Zellsuspension wird in 2 ml Medium mit 10% FCS aufgenom- 
men und 5 Minuten bei 1000 U/min und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 100 ul Medium resuspendiert. Nach 65 
Bestimmung der Zellzahl werden 20.000 Osteoblasten (Zellpassage 1 bis 3) in 200 ul Fibrinogenlosung aus Beispiel 2 
suspendiert. AnschlieBend wird 60 ul der Calciumchlorid-Thrombin-Losung aus Beispiel 2 zugegeben. Das Gemisch 
wird in eine Kulturschale oder in die Vertiefungen einer 48-Well- Platte gespritzt. Nach Zugabe von 760 ul Kulturme- 
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dium BGJ-B mit 10% FCS und 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin werden die Zellen im Warmeschrank 
bei 37°C, 5% C0 2 und 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. 

Im Lichtmikroskop zeigt sich nach 24 bis 72 Stunden bei 100-facher VergroBerung die Ausbildung des osteoblasti- 
schen Phanotyps mit dendritischen Zellauslaufern und nach 5 bis 12 Tagen der Aufbau von interzellularen Verbindungen 
5 der Zellen. Im Verlauf bilden die Zellen eine extrazellulare Matrix um sich, die spater mineralisiert wird. Die Vitalitat der 
Zellen kann durch Trypanblaufarbung uberpriift werden. Dazu wird der Uberstand an Kulturmedium abgesaugt, an- 
schlieBend werden 50 juL Trypanblaulosung zugegeben. Die Zellen werden dann unter dem Lichtmikroskop untersucht. 
Bei Trypanblaufarbung finden sich auch nach Wochen nur wenige abgestorbene Zellen. 

10 Beispiel 4 

Herstellung einer Hydroxylapatit-Osteoblastenmischung 

Osteoblasten wurden in Medium suspendiert und auf Hydroxylapatit gegeben. In der Kultur hafteten die Zellen an den 
15 Hydroxylapatit-Partikeln. Im Elektronenmikroskop zeigte sich eine Adhasion der Zellen auf der kristallinen Oberflache. 
Im Stoffwechseltest zeigte sich ein erhaltener Zellmetabolismus der anhaftenden Zellen. 

Beispiel 5 

20 Herstellung einer Hydroxylapatit-Zement-Fibrin-Matrix 

Als fester Bestandteil wurde der Fibrin-Suspension ein Zement aus Hydroxylapatit zugegeben. Dazu wurde zunachst 
untersucht, ob der in Wasser geloste Zement sich mit dem Fibrin/Thrombin/Calciumchlorid-Komplex vermischen und 
als Paste spritzen laBt. Es gelang, die Mischung zu spritzen und sie anschlieBend zu formen (Primare Stabilitat). Sie be- 
25 hielt die gegebene Form und verfestigte sich in Minuten zu einer festen Substanz (Sekundare Stabilitat). 

Beispiel 6 

Herstellung einer Osteoblasten-Fibrin-Calciumphosphat-Zement-Paste 

30 

a) Fibrinogenlosung 

66 mg Fibrinogen werden in 1 ml Kulturmedium (ocMEM oder Medium 199 oder BGJ-B -Medium) ohne Serumzusatz 
mit 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin oder physiologischer Kochsalzlosung gelost. e- Amino- n-capron- 
35 saure wird in einer Endkonzentration von 0,1 bis 10% der Fibrinogenlosung zugesetzt. 

b) Fibrinogen-Osteoblastensuspension 

Die Zellkultur wird etabliert, wie in Beispiel 1 beschrieben. Die subkonfluente Zellkultur wird trypsinisiert, in Me- 
40 dium suspendiert und zentrifugiert (siehe Beispiel 3). Das Zellpellet wird in 100 ul Medium resuspendiert. Nach Zellzah- 
lung werden 20.000 Osteoblasten (Zellpassage 1 bis 3) in 200 ul Fibrinogenlosung suspendiert. 

c) Calciumphosphat-Thrombin-Calciumchloridlosung 

45 1,25 I.E. Thrombin werden in 0,5 ml 40 mM Calciumchloridlosung gelost. AnschlieBend wird 1 g Calciumphosphat- 
Pulver (BoneSource®) zu 0,5 ml der Calciumchlorid-Thrombin-Losung zugegeben. 

d) Mischung der Komponenten 

50 5 00 pi Fibrinogen-Osteoblasten-Suspension und 500 jul Calciumphosphat-Thrombin-Calciumchlorid-Losung werden 
in eine 1 ml Spritze eingebracht. Die Spritze wird dann etwa 10 Sekunden geschiittelt, wonach jeweils etwa 200 ul in 
eine Kulturschale oder 48-Well- Platte gespritzt werden. Danach wird 800 ul Kulturmedium BGJ-B mit 10% FCS und 
100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin zugegeben. Die Zellen werden, wie oben beschrieben, im Warme- 
schrank inkubiert. 

55 

e) Stoffwechseltest MTS (Cell Proliferation Assay) 

Der Cell Proliferation Assay der Firma Boehringer Mannheim wurde benutzt. Er beruht auf der Transformation eines 
Tetrazoliumsalzes MTS zu einem gelbgefarbten Formazan durch die rnitochondriale Dehydrogenase. Es handelt sich um 
60 einen kalorimetrischen Stoffwechseltest. Die Ansatze beinhalteten 20.000 menschliche Osteoblasten (hOB) pro Ansatz 
(48-Well), 200 jul Fibrinogenlosung (66 mg/ml) und 200 ug Calciumphosphatpulver (CaP) in 200 jul Calciumchlorid- 
Thrombin-Losung. Nach Absaugen des Kulturmediums wurde 1 ml MTS-L6sung zugegeben. Der Farbumschlag in je- 
weils 100 ul MTS-Losung wurde nach drei Stunden photometrisch bestimmt. Die verschiedenen Ansatze und Kontrollen 
sind in der folgenden Tabelle I wiedergegeben: 

65 
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Ansatz 


hOB 


hOB- 
Fibrin 


Inj izier- 
barer 
Knochen 


hOB- 
Fibrin 
OFS 


hOB-CaP 


Fibrin 


CaP 






getrennt 


gemischt 


gemischt 


gemischt 








1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


20.000 hOB 


X 


X 


X 


X 


X 






200 jxl 
Fibrinogen 




X 


X 


X 




X 




200 \ig CaP 






X 




X 




X 



Ansatze 2 und 4 enthalten die gleichen Komponenten hOB und Fibrin, in Ansatz 2 ungemischt ("getrennt"), in Ansatz 
4 als Osteoblasten-Fibrin- Suspension OFS gemischt. Die getrennte Priifung der Komponenten in einem Ansatz soil zum 
einen ermoglichen einen negativen oder positiven Effekt auf die Zellen gegeniiber der unbehandelten Zellkontrolle (An- 20 
satz 1) oder eine Absorption des Farbstoffs durch das Fibrin zu entdecken. 1st die Zellzahl im Ansatz 2, die parallel kon- 
trolliert wird, gleich zum Ansatz 1 und die Absorption im MTS-Test sinkt, so absorbiert Fibrin den FarbstofF. Sinkt die 
Zellzahl durch reine Zugabe des Fibrins in den Ansatz mit Zellen, so ist ein toxischer Effekt auf die hOB anzunehmen. 
Im vorliegenden Fall war die Zellzahl konstant, und Fibrin absorbiert den zu messenden Farbstoff teilweise, ein toxischer 
Effekt wurde ausgeschlossen. Das heiBt auch, daB der geringere Wert fur OFS (Ansatz 4) gegeniiber der Zellkontrolle 25 
(Ansatz 1) nicht nur durch Einbringen der Zellen in das Fibrin, sondern auch durch Absorption zu erklaren ist. Die reale 
Stoffwechselaktivitat liegt damit hoher als der Extinktionswert angibt. 

Die Ergebnisse des StofTwechsel tests sind in folgender Tabelle H gezeigt: 



Ansatz 


Tag 1 


Tag 2 


Tag 5 


Tag 7 


1 hOB 


0,31 


0,34 


0,4 


0,48 


2 hOB-Fibrin 


0,02 


0,18 


0,07 


0,15 j 


3 Inj izierbarer 
Knochen 


0 


0,07 


0,14 


0,26 


4 OFS 


0 


0,03 


0 


0,17 


5 hOB-CaP 


0,2 


0,15 


0,22 


0,18 


6 Fibrin 


0 


0 


0,003 


0,03 


7 CaP 


0 


0 


0 


0 



Fig. 2 zeigt eine graphische Darstellung der Ergebnisse. 

Beispiel 7 



50 

In vivo-Versuch 



Die Gewinnung und Vermehrung der Osteoblasten erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben. Die Zellen werden durch 
Trypsin-Losung enzymatisch abgelost. Die Osteoblasten (1 X 10 6 /ml) werden in einer Fibrinogen-Losung (66 mg/ml) 
suspendiert. 500 mg Calciumphosphatzement BoneSource® werden in 0,5 ml Calciumchlorid-Losung (40 mM) mit 55 
1,25 I.E. Thrombin/ml gelost. 0,5 ml Fibrinogen-Osteoblasten-Suspension werden mit 0,5 ml Calciumphosphat-Throm- 
bin-Calciumchlorid-L6sung in eine 1 ml-Spritze gefiillt und anschlieBend subcutan in eine Nacktmaus injiziert. 

Ca. 6 bis 8 Wochen alte Nacktmause wurden in einer Narkosekammer mit einem Isofluran®-Sauerstoff-Gemisch (3% 
Isofluran in 100% O2, Flow 4 1/min) betaubt. Unter Aufrechterhaltung der Narkose mit einer Inhalationsmaske (1,5 bis 
2 VoL-% Isofluran in 100% O2, Flow 0,5 bis 1 1/min) wurden die Tiere mit Betaisodona® abgewaschen, das Operations- 60 
gebiet rasiert und steril abgedeckt. Es erfolgte ein ca. 4 mm langer quer verlaufender Hautschnitt im Bereich des Ruk- 
kens. Der Schnitt wurde mit einer Praparationsschere gespreizt, und es wurde eine Hauttasche geschaffen. Ein Spritzko- 
nus wurde eingefiihrt und die Paste unter die Haut der Tiere injiziert. Die Paste wurde durch perkutane manuelle For- 
mung zu Langsstrangen geformt. Die Wunde wurde mit Einzelknopfnahten verschlossen und ein steriler Wundverband 
angelegt. Die Dauer des Eingriffs betrug ca. 15 Minuten. Die Wunden der Tiere wurden bis zur gesicherten Wundheilung 65 
taglich kontrolliert. 

Die Nacktmause erhielten schlieBlich eine letale Dosis CO2 per inhalationem am 14., 29. und 48. Tag postoperativ. Die 
Konstrukte wurden mit dem umgebenden Gewebe herausprapariert, photographiert und danach histologisch und immun- 
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histochemisch aufgearbeitet. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle III zusammengefaBt: 



rid us 
Nr. 


lay 


FoxiU 


r estigKeit 


Matrixsynthese 


Vaskular • 


1 


14 


konstant 


druckst abi 1 


Bindeoewebs 


i a 


2 


29 


konstant 


druckstabil 


Beg. Knochen 


ja 


3 


48 


konstant 


druckstabil 


Knoc hengewebe 


ja 


4 


29 


konstant 


druckstabil 


Beg. Knochen 





"Vaskular." steht fiir Vaskularisierung, "Beg. Knochen" steht fur beginnende Knochenbildung und beschreibt die An- 
15 derung der Morphologie von undifferenziertem Bindegewebe zu differenziertem Knochengewebe. 
Die Konstrukte waren groBenkonstant und in der Form unverandert nach 14, 29 und 48 Tagen. 
Histologisch fand sich am 

- 14. Tag eine GefaBeinsprossung und extrazellulare Bindegewebsmatrix; 
20 - 29. Tag ein GefaBnetz und beginnende Knochenbildung im Konstrukt ; 

- 48. Tag ein GefaBnetz und Knochengewebe. 

Grundsatzlich sind die angegebenen Konzentrationen variierbar, um unterschiedliche Qualitaten beziiglich Zelldichte, 
Festigkeit und Formbarkeit zu erreichen. Eine Anpassung an die lokalen Bedingungen in einem Knochendefekt wie 
25 Druckbelastung, Scherkrafte, Volumen ist moglich. 

Patentanspriiche 

1. Knochenersatzmaterial, umfassend wenigstens folgende Komponenten: 
30 a) eine weiche Matrix, 

b) lebende Zellen, 

c) eine aushartende Matrix. 

2. Knochenersatzmaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die weiche Matrix Fibrin oder Fibrino- 
gen enthalt. 

35 3. Knochenersatzmaterial nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die weiche Matrix Thrombin enthalt. 

4. Knochenersatzmaterial nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die weiche Matrix e-Aminoca- 
pronsaure enthalt. 

5. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die weiche 
Matrix wenigstens eine Substanz enthalt, die ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Chondroitinsulfat, Proteo- 

40 glykane, Sialoproteine, Wachstumsfaktoren, Hormone und Nucleinsauren kodierend fur Wachstumsfaktoren oder 

Hormone. 

6. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die weiche 
Matrix wenigstens eine Substanz enthalt, die ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend biologische Kollagengele, 
Gelatine, Alginate, Agarose, Polysaccharide, synthetisches Kollagen, Hydrogele und viskose Polymere. 

45 7. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens 

ein wesentlicher Teil der lebenden Zellen Osteoblasten oder deren Vorlauferzellen sind. 

8. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es weiterhin 
lebende gefaBbildende Zellen enthalt. 

9. Knochenersatzmaterial nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die gefaBbildenden Zellen Endothelzel- 
50 len oder deren Vorlauferzellen sind. 

10. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die aushar- 
tende Matrix wenigstens eine Substanz enthalt, die sich durch Kristallisation zu Hydroxylapatit verbindet. 

11. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die aushar- 
tende Matrix nicht-keramischen Hydroxy lapatit-Zement enthalt. 

55 12. Knochenersatzmaterial nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die aushartende Ma- 

trix PGLA enthalt. 

13. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB sich die aus- 
hartende Matrix innerhalb von 15 Minuten verfestigt. 

14. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es 
60 in einer Mehrfachspritze bestehend aus mehreren Spritzen, die kombiniert sind, oder 

in einer Komplettspritze mit mehreren Kammern 
bereitgestellt wird. 

15. Verfahren zur Herstellung eines Knochenersatzmaterials umfassend eine weiche Matrix, lebende Zellen und 
eine aushartende Matrix, dadurch gekennzeichnet, daB es die folgenden Merkmale aufweist: 

65 a) Bereitstellung von lebenden Zellen, 

b) Mischen der lebenden Zellen mit einer Zusammensetzung, die Bestandteile zur Bildung einer weichen Ma- 
trix enthalt, und 

c) Mischen der lebenden Zellen mit einer Zusammensetzung, die ein aushartendes Material enthalt. 
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16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB zunachst die lebenden Zellen mit der Zusammen- 
setzung, die Bestandteile zur Bildung einer weichen Matrix enthalt, gemischt werden, und anschlieBend die in der 
weichen Matrix eingebetteten lebenden Zellen mit der Zusammensetzung, die ein aushartendes Material enthalt, ge- 
mischt werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, daB die lebenden Zellen durch eine Knochen- 5 
biopsie oder Knochenrnarks aspiration gewonnen werden. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB die lebenden Zellen vor Schritt b) 
und c) in vitro kultiviert werden. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens ein Teil der lebenden 
Zellen Osteoblasten oder deren Vorlauferzellen sind. 10 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB die weiche Matrix durch Inkon- 
taktbringen einer Fibrinogenlosung und einer Thrombinlosung hergestellt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB das Fibrinogen zunachst in Osteoblastenmedium 
oder physiologischer Kochsalzlosung (0,9% NaCl) gelost wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, daB die Fibrinogenlosung durch £-Aminoca- 15 
pronsaure stabilisiert wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB zu einer der Zusammensetzun- 
gen, mit denen die lebenden Zellen gemischt werden, wenigstens eine Substanz zugegeben wird, die ausgewahlt ist 
aus derGruppe umfassend Chondroitinsulfat, Proteoglykane, Sialoproteine, Wachstumsfaktoren, Hormone und Nu- 
cleinsauren kodierend fur Wachstumsfaktoren oder Hormone. 20 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB zu einer der Zusammensetzun- 
gen, mit denen die lebenden Zellen gemischt werden, wenigstens eine Substanz zugesetzt wird, die ausgewahlt ist 
aus der Gruppe umfassend biologische Kollagengele, Gelatine, Alginate, Agarose, Polysaccharide, synthetisches 
Kollagen, Hydrogele und viskose Polymere. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB die aushartende Matrix durch L6- 25 
sen von nicht-keramischem Hydroxylapatit-Zement in einer waBrigen Losung hergestellt wird. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 25, dadurch gekennzeichnet, daB das Knochenersatzmaterial 
in eine Mehrfachspritze bestehend aus mehreren Spritzen, die kombiniert sind, oder 

in eine Komplettspritze mit mehreren Kammern 

gegeben wird. 30 

27. Verwendung von nicht-keramischem Hydroxylapatit-Zement zur Herstellung eines Zellen enthaltenden Kno- 
cheners atzmateri als . 
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